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هدف قرار دادن سلول های سرطان پروستات به وسیله ذرات طلایی نانوی هدایت شونده به وسیله بازدارنده PSMA

چکیده
آنتی ژن غشاء مربوط به پروستات (PSMA) نشانگر زیستی قابل توجهی برای فرایندهای تشخیصی و درمانی در سرطان پروستات است. ذرات طلایی نانو بستر جذابی از مواد نانو را برای ترکیب متنوعی از عوامل هدف گیر، تصویربرداری و سیتوتوکسیک در دستگاه واحدی برای تحقیقات زیست پزشکی فراهم می آورد. در این بررسی، ما تولید و ارزیابی اولین سامانه AuNP را نشان می دهیم که به وسیله مهارکننده پپتیدومیمتیک فوسفورامیدیت مولکولی کوچک برای تحویل هدف گرفته به سمت سلول های سرطان پروستات نمایانگر PSMA عملیاتی شده است. رویکرد کلی دربرگیرنده گُشن گیری AuNP های دارای پوشش استرپتاویدین با مهارکننده PSMA مرتبط با بیوتین برای ایجاد AuNPهای هدف گیری شده به سمت PSMA است. در ارزیابی های آزمایشگاهی، این AuNP های هدف گیری شده برای تعیین اتصال وابسته به زمان و با واسطه PSMA به سلول های LNCaP مثبت PSMA استفاده شدند. AuNP های هدف گیرنده به سمت PSMA اتصالات بیشتر و گزینشی تری به سلول های LNCaP را در مقایسه با AuNPهای هدف گیری نشده گواه نشان دادند، که نشانگر ممکن بودن این رویکرد است.
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سرطان پروستات دومین سرطان شایعی است که در مردان تشخیص داده شده و دومین عامل مرگ در مردان سرطانی ایالات متحده است. از طریق روش های استاندارد می توان تومورهای پروستات را در مراحل اولیه با موفقیت درمان نمود. با این حال، سرطان پروستات متاستاتیک در مراحل پیشرفته معمولا احتمال درمان کمتری دارد که این مسئله بر لزوم توسعه روش های جدید برای بهبود عواقب ناشی از بیماری را تأکید می کند. آنتی ژن غشاء مربوط به پروستات یک گلیکوپروتئین غشاء نوع 2 است و به خاطر نمود منحصر بفرد در سلولهای سرطانی متاستاتیک و اولیه و تمایلش برای درونی کردن لیگاندهای هدف گیرنده دارای ویژگی های مطلوبی به عنوان هدف نشانگر آنزیمی است. 
از میان ساختاری شیمیایی مورد استفاده برای هرف گیری PSMA در تحقیقات مربوط به سرطان پروستات، گروه ما مهارکننده های فوسفورامیدیت پپتیدومیمیتیک PSMA را برای تحویل ردیفی از عوامل درمانی و تصویرگیرنده را برای سلولهای سرطانی در محیط آزمایشگاهی و داخل بدن توسعه داد. در میان آنها، هسته مهارکننده CTT54 به خاطر وابستگی بالا، حالت اتصال نسبتا غیرقابل برگشت، جذب سریع، و درونی سازی در سلول های سرطانی مثبت PSMA به عنوان مولکول هدف گیرنده PSMA به طور ویژه ای موثر است. 
 ذرات نانو به خاطر ویژگی های فارماکوکینتیک، قابلیت انجام چندین فرایند، و توانایی بارگیری زیاد نمایانگر فناوری نوظهوری در فرایندهای پزشکی هستند. به خاطر این ویژگی ها، ذرات نانو بستری های جذابی برای توسعه عوامل چندمدلی هستند. ذرات نانو طلایی (AuNP) به خصوص حاوی خصوصیات فیزیکی و شیمیایی متمایز و قابل کنترلی هستند که نسبت به سایر بسترهای ذرات نانو امتیازات بیشتری دارند. هسته طلایی سازگار با محیط زیستی بوده و به طور مستقیم در کاربردهای تصویربرداری و درمانی استفاده شده است. علاوه بر این، می توان سطح طلایی را به وسیله دهندگان نرم تغییر داد که توسط مولکول های گزارش دهنده، درمانی، هدف گیرنده یا مولکول های تثبیت بیولوژیکی کنترل شده اند تا ابزارهای چندکاره ای را برای استفاده های آزمایشگاهی و درون بدن ایجاد نماید. 
ترکیب بسترهای نانوذرات با لیگاندهای نمایانگرهای زیستی سطح سلولهای تومور ساختار امیدوارکننده ای برای تحقق تحویل گزینشی و جذب در سلول های هدف می باشد. با توجه به هدف گیری PSMA، چندین نوع نانوذرات با انواع مختلف عوامل هدف گیری تجهیز شده اند که نشان دهنده کاربری این نشانگرهای زیستی برای کاربردهای سلول های سرطانی آزمایشگاهی می باشد. با وجودی که تحویل هدف گیری شده به سمت PSMA AuNPها پیش از این با استفاده از آپتامرها و آنتی بادی های ضد PSMA انجام شده است، به کارگیری AuNPها با مهارکننده های مولکولی کوچک پیش از این گزارش نشده است. به کارگیری مولکول های کوچک ممکن است مزایای زیادی نسبت به بسترهای بزرگ تر در ایجاد AuNpهای هدف، شامل هزینه های پایین ایمنی و مقیاس بالا، داشته باشد. در مقایسه با آنتی بادی ها، مولکول های کوچک می توانند با سطوح نانوذرات در جهات قابل کنترل جفت شوند که برای هدف زیست شیمیایی وابستگی را مورد مصالحه قرار نمی دهند. علاوه بر این، آنتی بادی های مرتبط با آنتی ژن های سطحی مانعی را برای اتصال آتی آنتی بادی ها در آنتی ژن های سطحی پیرامون ایجاد می کنند و ممکن است تا حدی تأثیر بسترهای نانوذرات هدف گیری شده به سمت آنتی بادی چندمنظوره را محدود می کنند. هدف اصلی این تحقیق، بررسی امکان استفاده از مهارکننده PSMA پپتیدومیمتیک فوسفورامیدیت مولکولی کوچک برای واسطه تحویل AuNPها به سلولهای سرطانی می باشد. اولین نسل بستر AuNP هدف گیری شده به سمت PSMA که برای این کار توسعه یافته اند، از اتصال سطحی بیوتین-استرتاویدین استفاده کرد تا نانوذرات را فعال سازد. ما اخیرا از مهارکننده PSMA بیوتینی (CTT54) برای ارتقا تحویل با واسطه PSMA برای سایر ترکیبات ماکرومولکولی با سلولهای PSMA+ LNCaP استفاده کرده ایم. برای تعمیم این شیوه کار قبلی در سیستم نانودرات، AuNPهای دارای پوشش استرپتاویدین با CTT54 بیوتینی در مطالعه فعلی مجهز شدند. 
تلفیق بستر AuNP هدف گیری شده به سمت PSMA با ایجاد مهارکننده PSMA بیوتینی با AuNPهای 5نانومتری دارای پوشش استرپتاویدین محقق شد. به دنبال تصفیه گریز از مرکز برای از بین بردن بیوتین-PEG-CTT54 مازاد، نانوذرات هدف گیری شده به سمت PSMA دوباره معلق شده و به وسیله میکروسکوپ الکترونی مشخص می شوند (TEM). تجزیه و تحلیل TEM ذرات پراکنده را پیش و پس از ترکیب نشان داد که ثابت می کند ذرات پایدار باقی مانده و در زمان آماده سازی جمع نمی شوند.
در ارزیابی آزمایشگاهی PSMA اتصال به واسطه مهارکننده از طریق ایجاد AuNP-استرپتاویدین انجام شد. سلولهای تجمع یافته حاصل با تیزاب تجزیه شدند تا AuNPهای حاصل از از بین رفتن بقایای سلولی ناشی از سانتریفوژ را حل کنند. سلولهای شناور حاصل با طیف سنجی نشر نوری همراه پلاسما به صورت القایی مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت تا میزان غلظت طلای مرتبط با سلولها به عنوان درصد دوز تزریق که در ابتدا به سلولها اضافه شده اریابی شود. برای آزمودن تعاملات سلولی غیرخاص مرتبط با AuNP، نانوذرات AuNP-استرپتاویدین هدف گیری نشده تحت شرایط یکسان بررسی شدند. در مقایسه با نانوذرات AuNP-استرپتاویدین هدف گیری نشده پس از نهفتگی در 37 درجه سانتی گراد برای یک ساعت، نانوذرات هدف گیری شده به سمت PSMA اتصال بیشتری را به سلول های LNCaP نشان دادند. این نتایج حاکی از این مفهوم بودند که مهارکننده های مولکولی کوچک PSMA می توانست رهایی تقویت شده AuNPها به سلولهای سرطانی را میانجی گری کند. در سلولهای PC3، هم AuNP-استرپتاویدین: بیوتین-PEG-CTT54 و هم AuNP-استرپتاویدین هدف گیری نشده به طور قابل ملاحظه ای سطوح بسیار پایین تری از اتصال را در مقایسه با AuNP-استرپتاویدین: بیوتین-PEG-CTT54 به سلولهای LNCaP نشان دادند. این یافته ها نشان میدادند که رهایی تقویت شده مهارکننده- AuNPهای هدف گیری شده که در سلولهای LNCaP مشاهده شدند، ناشی از اتصال مهارکننده- PSMA میانجی بودند تا تعاملات سلولهای غیرخاص. اطلاعات تاییدکننده بیشتر در مورد اتصال خاص PSMA AuNPهای هدف گیری شده به سمت PSMA به سلولهای LNCaPبا انجام یک مطالعه رقابتی فراهم شد که در آن سلولهای LNCaP پیش از اضافه شدن AuNP-استرپتاویدین: بیوتین-PEG-CTT54 به سلولها ابتدا با CTT54 آزاد اشباع شدند. همانطور که انتظار می رفت، پیش از مهار شدن توسط مهارکننده PSMA ترکیب نشده اتصال مورد هدف AuNP-استرپتاویدین: بیوتین-PEG-CTT54 به سلولهای LNCaP به میزان زیادی کاهش یافت و شبیه به موردی بود که در مورد AuNPهای هدف گیری نشده مشاهده شد. 
بر اساس اتصال انتخابی مشاهده شده برای AuNP هدف گیری شده به سمت PSMA در سلولهای PSMA، رهایی متکی به زمان هم AuNP هدفگیری شده و هم هدف گیری نشده در طول 2 ساعت در سلولهای LNCaP بررسی شدند. تجزیه و تحلیل در سه نقطه زمانی افزایش قابل مشاهده ای را میزان -استرپتاویدین: بیوتین-PEG-CTT54 متصل به سلولها با بالاترین درکدر دو ساعت تایید کردند. این اتصال به میانجی گری مهارکننده PSMA افزایش یافته به سلولهای LNCaP مطابق با گرایشی است که پیش از این با سایر ترکیبات CTT54 مشاهده شده بود. در مقابل، درصد AuNP-استرپتاویدین هدف گیری نشده متصل به سلولها در طول 2 ساعت به تدریج کاهش یافت. آزمایش دیگری نشان داد که بیوتین باقی مانده در سلولهای LNCaP مسئول سطوح پیوند سلولی مشاهده شده برای AuNPهای هدف گیری نشده بود. نانوذرات AuNP-استرپتاویدین که با بیوتین مازاد ایجاد شده بودند، سطوح مشابهی از اتصال به سلولهای LNCaP را به عنوان نانوذرات  AuNP-استرپتاویدین ابتدایی نشان دادند. این مشاهدات نشان می دهد که AuNPهای هدف گیری نشده ممکن است تعاملات ضعیف و غیرخاصی را با سولهای نشان دهند که ممکن است گذرا بوده و در طول زمان کاهش یابند. در مجموع، نتایج ما استفاده از مهارکننده های PSMA مولکولی کوچک را برای تحویل موثر AuNPها به سلولهای سرطانی PSMA را تایید می کند. 
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در حال حاضر، تنها گزارشات تحویل AuNPها به سلولهای LNCaP با واسطه PSMA آپتامرها یا ترکیباتی از آپتامرها و آنتی بادی هایی مانند لیگاندهای هدف را به کار گرفته است. نسبت تقریبی مهارکننده PSMA- AuNP مورد هدف به AuNP های هدف قرار نگرفته متصل به سلولهای LNCaP که در این بررسی مشاهده شد، مطابق با نسبت تقریبی است که پیش از این بین آپتامر PSMA-AuNPهای مورد هدف و AuNPهای هدف قرار نگرفته مشاهده شد، و این در زمانی بود که مقدار کلی طلای تحویل داده شده به سلولها محاسبه شد. با این حال، PSMA متکی بر مهارکننده AuNPها در این تحقیق از طریق مولکولهای کوچک، حدود یک صدم مجموع مولکولهای آنتی بادی محقق شد. این مولکولهای کوچک با ویژگی های پیوندی منحصربفرد خود مزایای قابل ملاحظه ای را در چهارچوب اقتصاد اتمی و پتانسیل افزایش به نسبت ثابت فراهم می کنند و در نتیجه شکل منحصربفردی را برای هدف گرفتن AuNPها به سرطان پروستات PSMA+ نشان می دهند. 
به طور خلاصه، نتایج برای اولین بار نشان می دهند که AuNPها می توانند عملیاتی شوند تا به طور انتخابی PSMA نشانگرزیستی تومورهای سرطانی را از طریق گسترش مهارکننده های پپتیدومیمتیک فوسفورامیدیت مولکولی کوچک هدف گیرد. نتایج آزمایشگاهی تحویل قابل توجه و ویژه AuNPهای هدف گیری شده به سمت PSMA بر روی AuNPهای هدف گیری نشده به سلولهای PSMA+LNCaP را نشان می دهد. 
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Figure 1. General scheme showing the structure of the biotin-PEG,-CTT54 inhibitor, AuNP functionalization strategy, and PSMA-mediated binding of targeted AUNPs to
prostate cancer cells.
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Figure 2. Quantification of AUNP bound o LNCaP and PC3 cell i vitro, Cells were
incubated at 37°C for 1h with 4.0 nM targeted AuNP-streptavidin:biofin-PEG,.-
CITS4, 6.6 nM non-targeted AuNP-streptavidin, or 4.0 nM AUNP-streptavidin:bio-
tin-PEG, -CTT54 blocked with CTTS4. The total amount of AUNP bound to the cells
‘was quantified by ICP-OFS and expressed as the percentage of the injected dose (¥
ID). Values are the averages of one to two individual experiments (two to three
replicate samples per experiment) with the standard deviations represented by error
bars. “Indicates a significant difference (P <0.05) compared to AuNP-streptavi-
dinbiotin-PEG,-CTT54 in LNCaP cells.
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Figure 3. Time-dependent binding of AUNPs to LNCP cells in vitro. Cells were
incubated at 37 °C for 05-2h with 47 nM targeted AUNP-streptavidinbiotin-
PEG,.-CTT54 or 7.0 nM non-targeted AuNP-streptavidin. The total amount of AuNP
bound to the cells was quantified by ICP-OFS and expressed as the % ID (percentage
of the injected dose). Values are the averages of 34 replicates with standard
deviations represented by eror bars. The difference in binding for the targeted and
non-targeted AuNPs was significant at 1 h and 2 h (P <0.05).




